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Plasmidfreier Klon des E. coli-Stammes DSM 6601 

Die Erfindung betrifft einen plasmidfreien Klon des E. coli-Stammes DSM 6601, ein Verfah- 
ren zu dessen Herstellung sowie die Verwendung der so erhaltenen Bakterien als Klo- 
5 nierungsvehikel. 

E. coli, ein in der Natur, insbesondere im menschlichen und tierischen Darm vorkommendes 
Bakterium, ist bereits seit langem Gegenstand eingehender mikrobiologischer und gentech- 
nologischer Untersuchungen und wird in der Gentechnik insbesondere zur Klonierung 
10 und/oder Expression bestimmter Gene bzw. Proteine eingesetzt. 

Die meisten Stamme der Gattung Escherichia sind auBerhalb des Darmlumens pathogen und 
fuhren im allgemeinen zu Infektionen an den befallenen Stellen. Ein apathogener Stamm der 
Gattung Escherichia coli ist der bei der Deutschen Sammlung fur Mikroorganismen 
15 hinterlegte Stamm DSM 6601, der in einigen genetischen Merkmalen von alien ubrigen E. 
coli Stammen abweicht. Es hat sich jedoch gezeigt, dass dieser Stamm nur unter erschwerten 
Umstanden und teilweise uberhaupt nicht genetisch manipulierbar ist und sich somit nicht als 
einfaches Klonierungsmittel einsetzen lasst. 

20 E. coli DSM 6601 enthalt naturlicherweise zwei Plasmide, die als pMutl oder pMut2 
bezeichnet werden und eine Grofle von 3177 bzw. 5552 kb aufweisen. Diese Plasmide und 
ihre DNA-Sequenzen sind beispielsweise in der US-6,391,631 beschrieben. 

Ausgehend von der Uberlegung, dass die Pathogenitat bzw. Apathogenitat der E. coli- 
25 Bakterien offensichtlich teilweise von deren Plasmiden gesteuert wird und der weiteren 
Uberlegung, dass die teilweise auftretende „genetische Resistenz" der E. coli Stamme auch 
mit dessen kryptischen Plasmiden zusammenhangen konnte, liegt der Erfindung die Aufgabe 
zugrunde, einen plasmidfreien E. coli Stamm zu entwickeln, der ansonsten hinsichtlich seiner 
genomischen DNA genetisch vollig identisch mit dem Originalstamm ist. 

30 



BESTATIGUNGSKOPIE 
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Die vorstehende Aufgabe wird gelost durch Bereitstellen eines plasmidfreien Klons des E. 
coli-Stammes DSM 6601, sowie durch ein Verfahren zur Herstellung eines derartigen Klons. 

In den Figuren, 

5 

Fig. 1 zeigt in schematischer Form den Verfahrensweg zur Herstellung des plasmidfreien 
Klons des Stammes DSM 6601; 

Fig. 2 zeigt die physikalische Karte des Plasmids pMutl-Tc; 

10 

Fig. 3 zeigt physikalische Karte des Plasmides pMut2-Kn. 



Bei den langwierigen Untersuchungen, die zur vorliegenden Erfindung ftihrten, hat sich ge- 
zeigt, dass plasmidfreie Klone des Stammes DSM 6601 mit normalen gentechnischen 
15 Methoden uberhaupt nicht oder nur unter groBen Schwierigkeiten herstellbar sind, so dass 
zur Generierung derartiger Klone besondere Wege eingeschlagen werden mussen. Da der 
Wildtyp des Stammes neben seiner genomischen DNA zwei Plasmide unterschiedlicher 
GroBe aufweist, muB die Eliminierung dieser Plasmide in mehreren, zum Teil parallel 
laufenden Schritten erfolgen. 

20 

Zur Herstellung der erfindungsgemaBen Klone werden gemaB dem erfindungsgemaBen Ver- 
fahren die in dem E. coli Stamm DSM 6601 nattirlich vorkommenden Plasmide pMutl und 
pMut2 in einem ersten Schritt jeweils mit einer Antibiotikaresistenz markiert. Dazu werden 
die Plasmide gemaB herkommlicher Verfahren isoliert und das Resistenzgen an einer 
25 gewunschten Stelle eingebracht. GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird das Re- 
sistenzgen zusammen mit einer Expressionskasette in das jeweilige Plasmid eingebracht, 
welche eine Promotor enthalt, der konstitutitv oder auch induzierbar sein kann. 

Die so erhaltenen Plasmide werden dann gemaB herkommlicher Verfahren, beispielsweise 
30 dem CaCl 2 - Verfahren oder Elektroporation, in einen geeigneten Wirt eingebracht und dort 
kloniert, wobei das in das jeweilige Plasmid eingebrachte Resistenzgen die Selektion der das 
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Plasmid tragenden Wirtszellen erleichtert. Ein zur Klonierung des ein Resistenzgen 
tragenden Plasmids geeigneter Wirt sind beispielsweise die E.coli Stamme DH5a oder E.coli 
HB101. 



Die das Resistenzgen tragenden Plasmide werden isoliert und anschliefiend wird das sacB- 
Gen in die Plasmide eingebracht, um einen weiteren Marker bereitzustellen. 

Die so erhaltenen bzw. markierten Plasmide werden dann in den E.coli Stamm DSM 6601 
eingebracht. 



Nach Transformation werden die E.coli DSM 6601 auf einem Medium geziichtet, das das 
Antibiotikum/die Antibiotika enthalt, fur das/die die Resistenzgene, die in den vorangegange- 
nen Schritten in die Plasmide eingebracht wurde, Resistenz verleihen. 

Durch Ztichten auf einem derartigen Medium werden nur Klone wachsen, die gegen die im 
Nahrmedium enthaltenen Antibiotika resistent sind. Weiterhin werden die Bakterien, da sie 
die urspriinglichen Plasmide pMutl und P Mut2 fur ihr Wachstum nicht mehr benotigen, 
uberfliissiges genetisches Material verlieren, so dass schlufiendlich die Bakterien nur noch 
die modifizierten Plasmide pMutl und pMut2 (die das/die Resistenzgene und das sacB Gen 
enthalten) enthalten. 

In einem weiteren Schritt werden die so geziichteten Bakterien in ein Nahrmedium uberfuhrt, 
das das Wachstum von Bakterien hemmt, die das sacB enthalten, wobei ein Selektionsdruck 
ausgeilbt wird, der im wesentlichen nur das Wachstum von Bakterien erlaubt, die das sacB- 
Gen verloren haben. Dies kann durch Ztichten des Stamms bei 30°C in Gegenwart von 10% 
Saccharose erfolgen, da sich bei derartigen Bedingungen nur solche Klone replizieren 
konnen, die das racB-Gen tragende Plasmid verloren haben. 



Als Folge wird ein plasmidfreies Derivat des Stammes DSM 660 1 erhalten. 

Es wurde nun gefunden, dass die erfindungsgemaBen Klone mit MaBgabe des Verlusts der 

Plasmide keinerlei Veranderung der genomischen DNA erfahren haben und sich 
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uberraschenderweise gut als Klonierungsvehikel einsetzen lassen. 

Damit konnen sie im Labor gefahrlos als Wirtszelle fur die Klonierung bzw. Expression einer 
. Vielzahl von Genen bzw. Proteinen eingesetzt werden. Versuche mit dem 
5 erfmdungsgemafien Stamm DSM 6601 ApMutl/2 haben gezeigt, dass er ein besonders guter 
, Akzeptor fur Fremd-DNA ist, wenn diese in seine eigenen, in isolierter Form vorliegenden 
Plasmide integriert wird, d.h. also, die eigenen Plasmide als Klonierungsvektoren fur die 
Fremd-DNA fungieren. Weiterhin konnen sie, da sie von einem apathogenen Stamm 
abgeleitet sind zur Behandlung von Storungen des Gastrointestinaltraktes in Tieren und 
10 Menschen eingesetzt werden. Dazu konnen sie, wenn gewunscht, mit Fremdgenen trans- 
formiert werden, die die Adhasion der Bakterien an die Mucosa fordern, wie beispielsweise 
Adhasinen, die ggf. Wirtstier-spezifisch die Adhasion der Bakterien an die Mucosa von 
beispielsweise Rindern und/oder Schweinen fordern und somit den das Wachstum anderer 
pathogener Mikroorganismen behindern bzw. verhindem. 

15 

Die vorliegende Erfindung wird nun unter Bezug auf die Beispiele weiter erlautert. 

Beispiel 1 

. Ver&nderung von pMut 1 

20 

Die beiden naturlich vorkommenden Plasmide pMutl und pMut2 des Wildtyps DSM 6601 
nach dem Plasmid-Midiprep-Protokoll von QIAGEN (QIAGEN Plasmid Purification 
Handbook 12/2002, Seiten 16-20) isoliert. 

25 Fur die Markierung des Plasmids pMutl wurde die vom Vektor pBR322 abgeleitete 
Tetracyclinresistenzkassette ausgewahlt. Der zugehorige Promotor wurde aus dem Plasmid 
pASK75 entnommen. Das aus dieser Klonierung resultierende Plasmid wurde mit pKS- 
tetA tet P /o bezeichnet. Das Insert tetA mp/0 (InsertgroBe 1,5 kb) wurde mit den Restriktions- 
enzymen Xbal und Hincfill ausgeschnitten. Das XbaVHindni-Fragment wurde liber eine 

30 iViiel-Restriktionsschnittstelle in das Plasmid pMutl eingefiihrt. 
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Dazu wurde nach Restriktionsverdau der Plasmide mit den entsprechenden Enzymen der 
Restriktionsansatz iiber eine Saule (Quiagen, PCR Purification Kit) gereinigt und einer 
Klenow-Behandlung unterzogen, urn „blunt ends" zu bilden. Urn eine Religation des 
Plasmids pMutl zu verhindern, wurde eine Dephosphorylierung des mit dem 
Restriktionsenzym Ndel linearisierten und mit Klenow-Enzym behandelten Plasmids 
durchgefuhrt. AnschlieBend wurde der Vektor pMutl und das Insert tetA tetp/o ligiert und damit 
der E. coli K-12 Stamm DH5a transformiert. 

Zur Herstellung kompetenter Zellen wurden 150 ml LB-Medium (Lurea-Bertani-Medium) 
mit 1,5 ml einer UN-Kultur beimpft und bei 37°C geschtlttelt bis zu einer OD 60 o=0,5. Danach 
wurde die Bakterienkultur 20 Minuten auf Eis inkubiert und 10 Minuten mit 4000 Upm bei 
4°C zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde 3 x in sterilem, eiskaltem, 10%-igem Glycerin 
gewaschen, zuerst mit 100%, dann mit 50% und zuletzt mit 10% des Ausgangsvolumens. 
Zum Schlufi wurde das gewaschene Pellet in 300 ul 10% Glycerin resuspendiert, aliquotiert 
(40 ul) und bei -80°C gelagert. Zur Transformation von Bakterienzellen wurden 1-2 ul 
Plasmid-DNA (1-100 ng) mit 40 ul auf Eis aufgetauten kompetenten Zellen gemischt und 5 
Minuten auf Eis inkubiert. Danach wird dieser Ansatz luftblasenfrei zwischen die beiden 
Elektroden einer sterilen und vorgekuhlten 2 mm Elektroporationsktivette pipettiert. Die 
Kuvette wird gut abgetrocknet und in den Elektrodenhalter eingesetzt. Nach Durclifuhrung 
des Elektroimpulses bei 2,5 kV, 200 Q und 25 uF wurde die Bakteriensuspension mit 1 ml 
LB-Medium aus der Kuvette gespiilt und bei 37°C fllr 1-2 Std. im Schtittler inkubiert. 
AnschlieBend wurden die Bakterien abzentrifugiert und der Uberstand bis auf 100 ul abgezo- 
gen. Das Sediment wurde in den verbliebenen 100 ul resuspendiert, auf einer Tc-haltigen 
Selektionsplatte ausplattiert und UN bei 37°C inkubiert. 

Der Erfolg der Klonierung wurde durch Minipraparation des jeweiligen Plasmids einzelner 
Bakterienklone iiberpruft. Das mit der Tetracyclinkassette markierte Plasmid pMutl wurde 
als pMutl-Tc bezeichnet. In Fig. 2 ist die physikalische Karte des Plasmids pMutl-Tc 
dargestellt. Angegeben ist die Insertionsstelle (urspriinglich eine singulare Ndel-S telle) fur 
das DNA-Fragment, welches Tetracyclinresistenz vermittelt. Dieses DNA-Fragment enthalt 
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auch die fur Klonierungen geeignete singulare £coRI-Sequenz. Des weiteren sind die 
Bindungsstellen fur die Primer Muta 5 und Muta 6 angegeben, die zum spezifischen 
Nachweis dieses Plasmids mittels PCR geeignet sind. 

Beispiel 2 

Veranderung von pMut2 

Fiir die Markierung des Plasmides pMut2 wurde eine Kanamycinresistenzkassette ausge- 
wahlt, die von dem Vektor pACYC177 abgeleitet wurde. Dazu wurde aus diesem die 
Resistenzkassette (Grfifle 1,34 kb) mit dem Restriktionsenzym Stul ausgeschnitten und iiber 
eine 5gffl-Restriktionsschnittstelle in das Plasmid pMut2 eingefuhrt. Nach Restriktions- 
verdau der Plasmide mit den entsprechenden Enzymen wurde der Restriktionsansatz Uber 
eine Saule (Quiagen, PCR Fraktion Kit) gereinigt und das Plasmid pMut2 einer Klenow- 
Behandlung unterzogen, um „blunt ends" fur die Klonierung zu bilden. Um eine Religation 
des Plasmides pMut2 zu verhindern, wurde eine Dephosphorylierung des mit dem 
Restriktionsenzym BglR linearisierten und mit Klenow-Enzym behandelten Plasmides 
durchgefuhrt. Anschlieflend wurde der Vektor pMut2 und die Kanamycinkassette ligiert und 
damit der E. coli K-12 Stamm DH5a, wie in Beispiel 1 beschrieben, transformiert. Die 
Transformation wurde auf Kn-haltigen LB-Agarplatten ausplattiert. Der Erfolg der Klo- 
nierung wurde durch Minipraparation von Plasmid-DNA einzelner Bakterienklone uberpriift. 
Das mit der Kanamycinkassette markierte Plasmid pMut2 wurde als pMut2-Kn bezeichnet. 

In Fig. 3 ist die physikalische Karte des Plasmides pMut2-Kn dargestellt. Die Insertionsstelle 
(urspriinglich eine %/II-Stelle) fur die Kanamycinresistenzkassette sowie die singulare und 
als Klonierungsstelle geeignete £coPJ-Sequenz sind eingezeichnet. Mit Muta 7 bis Muta 10 
sind jene Bereiche gekennzeichnet, die komplementar zu den Sequenzen der Primer sind, die 
fur die spezifischen Nachweis dieses Plasmids mittels PCR geeignet sind. 



Beispiel 3 

Einbringen des sacB-Gens 
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Um das sacB-Gen (kodiert ffir eine Levansaccharase) in die mit Resistenzkassetten 
markierten Plasmide pMutl-Tc und pMut2-Kn einzubringen, wurde in beiden Plasmiden die 
jeweils singulare £coRI-Restriktionsschnittstelle ausgewahlt. Das sacB-Gea (GroBe 2,6 kb) 
wurde aus dem Plasmid pCVD442 mit dem Restriktionsenzym Pstl isoliert. Zur 
Vorbereitung der Vektoren pMutl-Tc und pMut2-Kn wurden diese Plasmide mit EcoBl 
linearisiert und anschlieBend zur Bildung von „blunt ends" einer Klenow-Behandlung 
unterzogen sowie dephosphoryliert. Das Insert sacB wurde nach dem Restriktionsverdau mit 
Pstl gereinigt und mit Klenow-Enzym behandelt. Die linearisierten Vektoren und das Insert 
wurden ligiert und damit der E. coli K-12 Stamm DH5a, der wie in Beispiel 1 beschrieben 
kompetent gemacht wurde, transformiert. Der Erfolg der Klonierung wurde durch Miniprapa- 
ration von Plasmid-DNA einzelner Bakterienklone und anschlieBende Restriktionsanalyse 
uberpriift. Die mit dem sacB-Gsn markierten Plasmide pMutl-Tc und pMut2-Kn wurden als 
pMutl-TcSac und pMut2-KnSac bezeichnet. 



Beispiel 4 

Herstellung eines plasmidfreien Klones des E. coli-Stammes DSM 6601 

Zunachst wurde das Plasmid pMutl-TcSac durch Elektroporation in diesen Stamm, wie in 
Beispiel 1 beschrieben, transformiert. Nach der Elektroporation zur Uberfuhrung des 
Plasmides pMutl-TcSac in den Stamm DSM 6601 wurde der Ansatz auf Tc-haltigen (50 
ug/ml) LB-Platten ausplattiert. Die erhaltenen Tetracyclin-resistenten Bakterienklone wurden 
auf den Besitz des Plasmids pMutl-TcSac und den damit verbundenen Verlust des natiirlich 
vorkommenden Plasmides pMutl iiberpruft. Der Verlust des Plasmids pMutl wurde nach 
Praparation der Plasmid DNA und Restriktionsverdau derselben mit dem Enzym EcoRI nach 
elektrophoretischer Auftrennung der linearisierten Plasmide durch das Fehlen der pMutl 
reprasentierenden DNA-Bande nachgewiesen. 

AnschlieBend wurde einer dieser Klone uber Nacht in LB-Medium mit 10% Saccharose bei 
30°C angezogen und dann auf LB-Platten mit 10% Saccharose ausplattiert (LB-Medium be- 
steht aus 10 g Pepton aus Casein, 5 g Hefeextrakt und 5 g Natriumchlorid auf 1 1 destilliertem 
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Wasser). Saccharose-haltiges LB-Medium wurde hergestellt, indem dem autoklavierten 
Medium nach dem Abkuhlen auf 45°C von einer steril filtrierten 50 prozentigen (Gew./Vol.) 
Saccharosestammlosung ein Anteil bis zu einer Endkonzentration von 10% zugegeben wird.) 
Die Platten wurden bei 30°C inkubiert. Unter diesen Bedingungen konnen nur jene Klone 
5 replizieren, die sacB nicht mehr exprimieren, d.h. diese das .sacB-Gen tragende Plasmid 
verloren haben. Der daraus resultierende Stamm DSM 6601ApMutl wurde auf den Verlust 
des Plasmides pMutl-TcSac uberpruft. 

Danach wurde durch Elektroporation das Plasmid pMut2-KnSac in den Stamm DSM 
10 6601ApMutl eingebracht. 

Nach der Elektroporation zur Uberfuhrung des Plasmides pMut2-KnSac in den Stamm DSM 
6601ApMutl wurde der Ansatz auf Kn-haltigen (50 ug/mi) LB-Platten ausplattiert. Die 
erhaltenen Kanamycin-resistenten Bakterienklone wurden auf den Besitz des Plasmids 
15. pMut2-KnSac und den damit verbundenen Verlust des natiirlich vorkommenden Plasmides 
pMut2 uberpruft. AnschlieBend wurde einer dieser Klone uber Nacht in LB-Medium mit 
10% Saccharose bei 30°C angezogen und dann auf LB-Platten mit 10% Saccharose 
ausplattiert. Die Platten wurden bei 30°C inkubiert. Der daraus resultierende Stamm DSM 
6601 ApMutl/2 wurde auf den Verlust des Plasmides pMut2-KnSac uberpruft. 

20 

Weiterhin wurde von dem plasmidfreien Stamm DSM 6601 ApMutl/2 eine Pulsfeldg- 
elelektrophorese durchgefuhrt, um evtl. chromosomale Veranderungen des Stammes 
auszuschlieCen. Es wurde festgestellt, dass keine Anderungen nachweisbar waren und 
weitere Untersuchungen haben ergeben, dass der plasmidfreie Klon keinerlei morpholo- 
25 gische, biochemische oder fermentative Anderungen zeigt. 



WO 2004/113575 




T/EP2004/006886 



9 



Patentanspriiche 

1 . Plasmidfreier Klon des Escherichia coli-Stammes DSM 6601. 

2. Verfahren zur Herstellung eines plasmidfreien Klons nach Anspruch 1, 
gekennzeichnet durch die folgenden Schritte: 

a) Einbringen eines Resistenzgens in die Plasmide pMutl und pMut2, 

b) Einbringen des sacB-Gens in die in Schritt a) erhaltenen Plasmide, 

c) Einbringen der in Schritt b) erhaltenen Plasmide in den E.coli-Stamm DSM 
6601 und Ztichten des Stamms unter Bedingungen, bei denen die natiirlich 
vorkommenden Plasmide pMutl und pMut2 durch die in Schritt b) erhaltenen 
Plasmide verdrangt werden; und 

d) Ztichten der in Schritt c) erhaltenen Klone unter Bedingungen, die im 
wesentlichen nur ein Wachstum von Bakterien erlaubt, denen das sacB-Gen 
fehlt. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Resistenzgene in einer 
Expressionskasette vorliegen. 

4. Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Resistenzgene 
ausgewahlt sind unter Tetracyclinresistenz oder Kanamycinresistenz. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Plasmid pMutl mit einer Tetracyclinresistenzkassette und dem sacB-Gen markiert ist 
und dass das ursprtingliche Plasmid pMut2 mit einer Kanamycinresistenzkassette und 
dem sacB-Gen markiert ist. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 5, wobei die mit dem Plasmid pMutl, das 
mit einer Tetracyclinresistenzkassette und dem jacB-Gen markiert ist, transformierten 
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Bakterien auf Tetracyclin enthaltenden Platten und anschliefiend auf Saccharose 
enthaltenden Platten gezuchtet werden, und dass nach Eliminierung des Plasmids 
pMutl im ersten Schritt die Eliminierung des Plasmids pMut2 durch Anzucht auf 
Kanamycinplatten und Weiterkultivierung auf Saccharoseplatten erfolgt. 

5 

7. Verwendung der plasmidfreien Klone nach Anspruch 1 als Klonierungsstamme. 



8. 

10 



Verwendung der plasmidfreien Klone nach Anspruch 1 zur Herstellung eines Mittels 
zur Behandlung von gastrointestinalen Storungen in Tieren. 
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